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RESUMO

Quadros de ambiguidade genital e esterilidade com cariétipo 46,XY podem ser
devidos a mosaico com linhagem 45,X ndo detectavel no cariétipo em linfocitos de
sangue periférico. Quando essa linhagem ndo é detectada, esses individuos
deixam de ser investigados em relacdo a uma série de problemas clinicos. Este
trabalho teve como objetivo verificar se a hibridagcado in situ com fluorescéncia
(FISH) em células de mucosa oral poderia ser empregada para detectar
criptomosaicismo com linhagem 45X em individuos com cariétipo 46,XY. A
casuistica foi composta por 19 homens saudaveis com idades entre 20 e 30 anos
e cinco pacientes com disturbios da diferenciacdo do sexo (DDS) com idades
entre 5 e 23 anos, quatro com mosaico 45,X/46,XY e um com disgenesia testicular
46,XY associada a déficit de crescimento. Apds confirmar que os jovens saudaveis
tinham cari6tipo 46,XY em 50 metéafases de linfocitos de sangue periférico, foi
realizada analise por FISH com sondas especificas para os cromossomos X e Y
em 1.000 nucleos interfasicos de linfocitos de sangue periférico e 1.000 de
mucosa oral, seguida de comparagéo da proporc¢ao de nucleos contendo apenas o
sinal do cromossomo X nos dois tecidos. A mesma analise foi feita nos cinco
pacientes com DDS. A distribuicdo da proporcdo dos nucleos interfasicos de
linfécitos e mucosa oral contendo apenas o sinal do X nos jovens saudaveis foi
compativel com a distribuicdo normal, e numero superior a 12:1.000 em linfocitos
e 13:1.000 em mucosa oral devem ser considerados indicativos de mosaicismo
em nosso laboratério. A frequéncia desses nucleos nos dois tecidos nao diferiu
significativamente (p=0,6855). Nos cinco pacientes com DDS a frequéncia de
nucleos contendo apenas o sinal do X diferiu significativamente da observada em
individuos normais em linfécitos (p=0,0008) e mucosa oral (p=0,0008). No
paciente com caribtipo prévio 46,XY a linhagem 45,X foi confirmada por FISH em
metafases, e em um dos casos de mosaicismo foram detectadas linhagens
celulares adicionais. Também n&o houve diferenga significativa entre a frequéncia
de nucleos contendo apenas o sinal do X nos dois tecidos desses pacientes
(p=0,3750). Estes resultados indicam que a pesquisa de mosaicismo com
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linhagem 45,X em individuos com DDS ou esterilidade e cari6tipo 46,XY pode ser
feita por meio de FISH em mucosa oral, com vantagens evidentes em termos de
custo e rapidez, além de ser feita a partir de tecido obtido de modo nao invasivo.

Palavras-chave: mosaicismo; cromossomos sexuais; hibridizagdo in situ por

fluorescéncia; transtornos do desenvolvimento sexual.
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ABSTRACT

Ambiguous genitalia and sterility with a 46,XY karyotype may be due to mosaicism
with a 45, X karyotype not detectable in peripheral blood lymphocytes. When this
cell line is not detected, these individuals fail to be investigated over a range of
clinical problems. This study aimed to verify whether fluorescence in situ
hybridization (FISH) in cells from buccal smear could be employed to detect
cryptomosaicism with a 45,X cell line in individuals with a 46,XY karyotype. The
sample consisted of 19 healthy men aged 20 to 30 years and five patients with
disorders of sex development (DSD) aged 5 to 23 years, four with mosaicism
45,X/46,XY and one with testicular dysgenesis 46, XY associated with growth
deficiency. After confirming that the healthy young men had a 46,XY karyotype in
50 metaphases from peripheral blood lymphocytes, FISH analysis with probes
specific for chromosomes X and Y was done in 1,000 nuclei from peripheral blood
lymphocytes and 1,000 from buccal smear, followed by comparison of the
proportion of nuclei containing only the signal of the X chromosome in these
tissues. The same analysis was performed in five patients with DDS. The
distribution of the proportion of interphase nuclei of lymphocytes and buccal smear
containing only the X signal in healthy young was consistent with normal
distribution; a number greater than 12:1,000 in lymphocytes and 13:1,000 in buccal
smear should be considered indicative of mosaicism in our laboratory. The
frequency of these nuclei in both tissues did not differ significantly (p = 0.6855). In
patients with DDS the frequency of nuclei containing only the X signal differed
significantly from that observed in normal individuals both in lymphocytes (p =
0.0008) and buccal smear (p = 0.0008). In the patient with a prior 46,XY karyotype,
a 45X cell line was confirmed by FISH in metaphases, and in one case of
mosaicism additional cell lines were detected. There was also no significant
difference between the frequency of nuclei containing only the X signal in the two
tissues of these patients (p = 0.3750). These results indicate that investigation of
mosaicism with 45,X cell line in individuals with 46,XY DSD or sterility can be done
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by FISH in cells from buccal smear, with obvious advantages in terms of cost and

speed, using a tissue obtained noninvasively.

Keywords: mosaicism; sex chromosomes; fluorescence in situ hybridization;

disorders of sex development.
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a) Anomalias cromossémicas

As anomalias cromossOmicas sao responsaveis por uma proporcao
significativa das doencas genéticas, ocorrendo em aproximadamente um de cada
150 nativivos, e podem levar tanto a anomalias congénitas e (ou) retardo mental
quanto a perda gestacional. Sdo vistas em 50% dos abortos espontaneos do
primeiro trimestre e 20% do segundo trimestre. Assim, sdo uma importante causa
de morbidade e de mortalidade [1]. Podem envolver um ou mais autossomos, 0s
cromossomos sexuais ou ambos simultaneamente, e podem ser numéricas ou

estruturais.

Dentre as anomalias cromossémicas clinicamente significativas
predominam as anomalias numéricas, em que ha aumento ou diminuicdo do
namero cariotipico normal da espécie humana, e que sao subdivididas em
euploidias (em que ha aumento ou diminuicdo de um conjunto cromossémico
haploide) e aneuploidias (em que ha aumento ou diminuigdo de cromossomos de
um ou mais pares, mas nao de todos eles). Ambas s&o observadas em abortos
espontaneos e fetos natimortos; ja em nativivos sdo encontradas quase que

exclusivamente aneuploidias [2; 3].

Do ponto de vista clinico, as aneuploidias autossémicas estdo quase
sempre associadas a disturbios de crescimento e de desenvolvimento
neuropsicomotor e anomalias congénitas. Ja aquelas que envolvem cromossomos
sexuais podem levar a baixa ou alta estatura, a maioria dos individuos tem
inteligéncia normal, nem sempre ha quadro dismorfico associado e costumam ser

mais evidentes as alteragbes da fung¢ao gonadal [2; 3].

Dentre as anomalias estruturais, temos delecdes, insercoes, inversdes
peri e paracéntricas, cromossomos em anel e isocromossomos, porém as
translocacdes reciprocas sdo as mais comuns. Estas, em geral, ndo tém efeito
fenotipico, embora possam determinar um aumento do risco de prole anormal [2;
3].
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As causas das aneuploidias ainda ndo sdo bem compreendidas, mas
sabe-se que 0 mecanismo cromossémico mais comum é a falta de disjuncéo
meibtica, ou seja, falha da separacdo dos cromossomos durante uma das duas
divisbes meiodticas, em geral durante a meiose |. As conseqiiéncias da falta de
disjungdo durante a meiose | e Il sdo diferentes. Caso o erro ocorra durante a
primeira divisdo meiodtica, o gameta com 24 cromossomos contém o membro
paterno e materno do par. Se a divisdo envolvida for a meiose I, 0 gameta com o

cromossomo extra contém duas copias do cromossomo paterno ou materno [2; 3].

A falta de disjung¢éo pode também ocorrer numa divisdo mitética apos a
formagédo do zigoto. Caso isto acontega durante a primeira divisdo mitética do
zigoto ou durante a divisdo de um dos blastdmeros, pode ocasionar mosaicismo
clinicamente significativo, sendo que entende-se por mosaicismo a existéncia de
duas ou mais linhagens cromossomicamente distintas, originarias de um unico
zigoto. Além da falta de disjuncédo, o mosaicismo pode ser o resultado de uma
perda cromossdmica, seja por atraso anafasico ou pela presenca de um
cromossomo estruturalmente anémalo (como anéis ou isocromossomos), 0 que

impede sua viabilidade [2; 3].

Estudos no periodo inicial do desenvolvimento embrionario apos
fertilizagdo in vitro sugerem que o0 mosaicismo cromossémico por falta de
disjuncdo cromossémica, atraso anafasico ou alteragées estruturais ocorre em

50% dos embrides até o estagio de oito células e 75% dos blastocistos [4].

O grau de mosaicismo esta relacionado ao periodo de desenvolvimento
em que surgiu(ram) a(s) linhagem(ns) celular(es) adicional(is) - quanto mais
precoce, maior a proporgcao de células anbmalas e, portanto, maior a possibilidade
de haver consequéncias clinicas perceptiveis. Se apenas uma pequena fracao das
células corporais tiver constituicdo cromoss6mica anormal, 0 mosaicismo pode
nunca ser detectado [5].

A andlise cromossbémica tradicional é feita por meio do exame do

cariétipo, a partir de cultura de linfocitos de sangue periférico. Nesse exame, o

17



namero e a estrutura dos cromossomos € analisada apos estes serem ordenados
de acordo com seu tamanho, posicdo do centrébmero (metacéntricos,
submetacéntricos e acrocéntricos) e padrées de banda (Figura 1). A partir do final
dos anos 1980, passou a ser incorporada paulatinamente a rotina de analise
cromossémica a hibridacao in situ, metodologia utilizada para a visualizagdo de
sequéncias definidas de acidos nucléicos em preparacdes celulares por meio de
sondas, ou seja, hibridacdo de sequéncias complementares. Esse método foi
elaborado por Pardue e Gall em 1969 [6], e permite a deteccdo de sequéncias
especificas de DNA/RNA em cromossomos metafasicos, bem como em nucleos

interfasicos [7; 8].

céntrico Submetacinirico Acrocéntricn

i 03 S | Y B TRY
i A L | O
| WO o oee oW

Figura 1. Classificacdo dos cromossomos de acordo com a posicdo do

centrébmero e exemplo de um exame de cariotipo (46,XX) [3].

A técnica de hibridacao in situ por fluorescéncia (fluorescence in situ
hybridisation, FISH) consiste no uso de sondas de DNA marcado por fluorescéncia
que permitem identificar todo um cromossomo (“pintura cromossdmica”), um local
especifico no cromossomo, ou apenas sua regido centromérica (Figura 2). Tem
sido aplicada na identificacdo de anomalias estruturais (como delecdes,
duplicacbes, translocacbes e na determinagdo da origem de fragmentos
cromossdmicos de origem desconhecida) e também na pesquisa de mosaicismo,
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b)

pois permite a analise rapida de centenas de células, e pode ser utilizada tanto em

metafases quanto em nucleos interfasicos de diversos tecidos [9].

Figura 2. Metafase de sangue periférico marcada com sondas da regiao
22g11,mostrando delecdo da regido em uma das cdpias do cromossomo 22.
(Fonte: Laboratério de Citogenética Humana — FCM/Unicamp.)

Anomalias dos cromossomos sexuais

As anomalias dos cromossomos sexuais ocorrem em frequéncia um
pouco menor que as anormalidades autossémicas, incidindo em cerca de 1 em
500 nascimentos, e os fendétipos associados a elas sdo, em geral, menos
exuberantes do que os associados a disturbios autossémicos, ja que a inativacao
do X e o conteudo aparentemente baixo de genes do Y reduzem as
consequéncias clinicas do desequilibrio do material cromossémico [3; 10].

Assim como as anomalias dos autossomos, podem ser numéricas ou
estruturais e podem estar presentes em todas as células ou em forma de mosaico.
Sua incidéncia em nativivos estd resumida no Quadro 1 (adaptado de Nussbaum
et al.[3]).
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Algumas sindromes bem definidas associadas aos cromossomos
sexuais sao causas importantes de esterilidade (sindromes de Turner e Klinefelter)
ou baixa estatura (sindrome de Turner); outras sdo associadas a estatura mais
elevada, porém geralmente com desenvolvimento puberal e fertilidade normais
(47,XYY, 47,XXX). Aléem disso, sao conhecidos diferentes quadros associados ao
cariétipo 45,X/46,XY, como sera visto adiante: sindrome de Turner (ST),
disgenesia gonadal mista (DGM), hermafroditismo verdadeiro e esterilidade em
homens com genitalia masculina. Essa variabilidade fenotipica esta associada as
diferentes proporg¢des das linhagens 45,X e 46,XY no organismo como um todo e
nas gbénadas em particular [11; 12].

O cariotipo 45,X/46,XY
Sindrome de Turner

A ST foi descrita em 1938 por Henry H. Turner, que descreveu a triade
infantilismo sexual, pescoco alado e cubito valgo em pacientes do sexo feminino
com baixa estatura [13]. Apenas em 1959, porém, Ford et al. descreveram o
cariétipo 45,X e constataram que a etiologia dessa sindrome consistia em uma
anomalia nos cromossomos sexuais [14], definida hoje como a presenca de um
cromossomo X funcional e a perda total ou parcial do segundo cromossomo
sexual (X ou Y) em paciente fenotipicamente feminino, com uma ou mais
caracteristicas clinicas atribuidas a sindrome [15]. Apesar do caridtipo mais
conhecido ser 0 45,X, o uso de técnicas de bandamento, o aumento do nimero de
células analisadas nos cari6tipos e a avaliacdo de outros tecidos detecta uma

frequéncia maior de individuos com mosaicismo e anomalias estruturais [16].
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Quadro 1: Incidéncia de anomalias de cromossomos sexuais (adaptado de

Nussbaum et al. [3]).

Incidéncia
Fenétipo Disturbio Cariétipo Aproximada
47 XXY 1/1.000 homens
S. de
Klinefelter e | 48,XXXY 1/25.000 homens
quadros
klinefelterianos Outros (48,XXYY; 49, XXXYY;
mosaicos) 1/10.000 homens
Masculino
S. 47, XYY |47 XYY 1/1.000 homens
Outras
anomalias |45,X/46,XY 1/1.500 homens
Homens XX |[46,XX 1/20.000 homens
45,X 1/1.500 mulheres
46,X, i(Xq) 1/50.000 mulheres
S. de Turner
Outras anomalias numéricas e
. estruturais 1/15.000 mulheres
Feminino

Trissomia do X

47 XXX

1/1.000 mulheres

Outras
anomalias do
X

48, XXXX

49, XXXXX

1/3.000 mulheres
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A incidéncia da ST é em torno de 1:2500 nascidas vivas, porém
acredita-se que cerca de 99% dos conceptos com essa constituicao
cromossémica 45,X sdo abortados espontaneamente [17]. Em cerca de 80% dos
casos em nativivos, o X funcional foi herdado da mae, indicando haver uma
propensdo maior a perda e alteracdo do cromossomo sexual paterno, porém o

risco de recorréncia é considerado baixo [18].

Além do cari6tipo 45,X podem também ser encontradas as seguintes

anomalias cromossémicas [19]:

- mosaicos sem anomalias estruturais, como 45,X/46,XX; 45,X/47 XXX;
45,X/46,XY e 45,X/47 XYY;

- aberracOes estruturais dos cromossomos X € Y com ou sem mosaicismo com

linhagem 45,X (isocromossomos, cromossomos em anel, delegées);
- translocacoes X; X, X; autossomo e Y; autossomo.

Os diversos sinais dismorficos e malformacdes encontrados sao

decorrentes de alguns mecanismos fisiopatolégicos, como [20]:

Distarbio do crescimento esquelético — baixa estatura com distarbio do
crescimento dos 0ssos longos e da base do cranio, face caracteristica com
micrognatia, cubito valgo, pescoco curto, peito escavado, térax em escudo, palato
ogival; a maioria das alteracbes esqueléticas € explicada pela haploinsuficiéncia
do gene SHOX, localizado na regido pseudo-autossémica do braco curto dos

cromossomos sexuais [21].

o Anomalias das células germinativas — hipogonadismo primario e
esterilidade; risco de tumores em pacientes com cromossomo Y em sua
constituicdo cromoss6mica (gonadoblastoma, disgerminoma).

o Sequéncia da obstrucao linfatica jugular — falha na conexao entre os dutos
linfaticos e as veias jugulares levando a higroma cistico na regido do pescoco e
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distensdao dos linfaticos periféricos; a regressdo do linfedema tem como
consequéncia diversas manifestacbes clinicas, como: implantacdo baixa dos
cabelos na nuca; pavilhdes auriculares inclinados para tras; pescoco alado ou, na
recém-nascida, redundancia de pele no pescoco; linfedema em dorso de maos
e(ou) pés; predominancia de padrao dermatoglifico em verticilo nas polpas digitais;

e unhas hiperconvexas ou displasia ungueal grave.

Pode-se observar também, outras anomalias como: mamilos
hipoplasicos, invertidos ou com aumento da distancia intermamilar; pregas

epicanticas; ptose palpebral; estrabismo; e multiplos nevos pigmentados.

A baixa estatura esta presente em cerca de 95% dos casos. Além de
apresentarem retardo de crescimento intra-uterino, a velocidade de crescimento
também é lenta e praticamente ndo ha estirdo puberal. A adicdo desses fatores
resulta numa altura final cerca de 15 a 20 centimetros a menos que a populacao
geral; em mulheres brasileiras com ST, a altura final espontanea €, em média, de
144,8 cm [22].

Os individuos com ST podem apresentar ainda anomalias
cardiovasculares (presentes em 20 a 30% dos casos, incluindo valva aodrtica
bicuspide, coarctacao da aorta e insuficiéncia mitral, sendo a principal causa de
6bito); anomalias renais e renovasculares (30 a 40% dos casos, incluindo rim em
ferradura, duplicacdo do sistema coletor, obstrucdo da juncédo ureteropélvica e
infeccbes no trato urinario); doenca tiroidiana auto-imune; intolerancia a
carboidratos; hipertensdo essencial (7%); e deficiéncia auditiva condutiva,
neurossensorial ou mista [23 - 25].

A faléncia gonadal é observada na maioria das pacientes, nas quais 0s
concentracdes plasmaticas das gonadotrofinas hipofisarias, hormdnio luteinizante
(LH) e foliculo estimulante (FSH), sédo altas até 2 a 5 anos de vida e tornam a se
elevar a partir da época em que normalmente deveria se iniciar a puberdade,
atingindo, em alguns anos, concentracdes caracteristicas da menopausa [26]. As

gbnadas nao contém células germinativas ou células responsaveis pela produgéo
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dos esterdides sexuais, mas apenas estroma ovariano e tecido conjuntivo

cicatricial, caracterizando uma gbénada disgenética [20].

Em algumas pacientes, porém, ha evidéncias de fungcdo ovariana na
puberdade. Segundo Lippe e cols. [20], 21% das pacientes apresentam
desenvolvimento mamario espontaneo e, dentre elas, 50% chegam a apresentar
ciclos menstruais até o inicio da vida adulta. A evolugao da puberdade espontanea
€ bastante variavel, podendo ser lenta ou incompleta. No decorrer dos anos ha
aceleragao no processo natural de degeneracdo dos ovécitos, ao mesmo tempo
em que ocorre a aceleracéo da fibrose do estroma na maior parte dos casos [27].

Também pode ser observado aumento da frequéncia de doencgas auto-
imunes, como tireoidite linfocitica cronica, hipertireoidismo, vitiligo e alopecia [15].
As pacientes apresentam inteligéncia normal, porém é frequente haver problemas

psicossociais [28].

O diagndstico é realizado por meio de cariétipo, usualmente de sangue
periférico. Por ser muito frequente a presenca de mosaicismo, a contagem de
metafases deve ser elevada para 50 células, pois quanto maior a contagem maior
a chance de identificagdo de outras linhagens celulares [17].

A grande frequéncia de mosaicismo pode dificultar o diagnéstico e
exigir medidas adicionais para complementar o estudo citogenético de rotina. Por
exemplo, quando ha suspeita clinica, porém o cariétipo em sangue periférico é
46,XX, € necessario realizar analises de outros tecidos visando a identificacdo de
mosaicismo com linhagem 45,X. Ja quando existem cromossomos marcadores,
eles devem ser caracterizados utilizando técnicas moleculares como FISH com
sondas centroméricas de X e Y ou reagdo em cadeia por polimerase (PCR) para
deteccao de sequéncias especificas do cromossomo Y, uma vez que a presencga
de linhagem com esse cromossomo determina risco aumentado de surgimento de
neoplasias nas gbnadas disgenéticas [29; 30]. Pelo mesmo motivo, esses estudos
também tém sido realizados nos casos em que somente uma linhagem 45,X é

encontrada no cariétipo convencional [29 - 32].
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Uma vez diagnosticada a ST, é fundamental investigar a presenga das
anomalias congénitas descritas no tépico anterior e realizar seguimento clinico
rigoroso, incluindo acompanhamento periddico de audicdo, pressao arterial,
funcdo tireoidiana, perfil lipidico, tolerancia a carboidratos e fung¢des renal e
hepatica para deteccéo e tratamento precoce de afec¢des adquiridas [25].

O tratamento das pacientes envolve ainda [15; 25]:

Terapia com horménio de crescimento (hGH) para aumentar a velocidade de

crescimento e a altura final;

Reposigédo hormonal para desenvolvimento puberal, manutencdo dos caracteres

sexuais secundarios e mineralizagcao 6ssea adequada;

Utilizacao de técnicas de fertilizacao assistida com doacéao de évulos.

Disgenesia gonadal mista

A DGM, termo hoje reservado aos pacientes com cariétipo 45,X/46,XY,
€ caracterizada pela presenca de uma gbénada disgenética e um testiculo
disgenético contra-lateral, ou ainda de testiculos disgenéticos bilateralmente com
risco elevado para o desenvolvimento de neoplasia gonadal, presenca de
derivados de Miller e graus variados de ambiguidade genital [33; 34]. A DGM é
uma condicdo rara, mas sempre deve ser considerada entre as etiologias de

ambiguidade genital [34].

Entende-se por génada disgenética (ou em fita) aquela composta de
tecido fibroso vascularizado, sem fun¢gao hormonal nem capacidade de producao
de gametas e que nao contém estruturas que permitam caracteriza-la como ovario
ou testiculo. Por sua vez, o testiculo disgenético € caracterizado de forma
histolégica pela presenca de anomalias tubulares e intersticiais em graus
variaveis, associadas a fibrose e hialinizacdo, e clinicamente por anomalias na
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diferenciacdo dos dutos de Wolff, na virilizacdo dos genitais externos e na
regressao dos dutos de Miller, como consequéncia de funcdo deficiente das
células de Leydig e(ou) de Sertoli durante o periodo embrionario. Essa deficiéncia
funcional é evidenciada no periodo pds-natal pela baixa produ¢do de andrdégenos

e de horménio anti-mulleriano [19].

Nos individuos com DGM o mosaicismo 45,X/46,XY pode ser explicado
por perda cromossémica em decorréncia de atraso anafasico ou alteracéo
estrutural do cromossomo Y. Em alguns casos a linhagem 45,X pode nao ser
facilmente identificada, particularmente quando é analisado um pequeno numero
de células. Outras alteragcdes numéricas como 45,X/47, XYY ja foram relatadas;
anomalias estruturais, como cromossomo Y em anel ou isocromossomo, sao
frequentemente presentes, levando ao surgimento secundario da linhagem 45,X
[2; 34].

A DGM abrange fenétipos que variam desde virilizacao quase completa,
com criptorquidia e (ou) hipospadia peniana, até virilizacdo discreta em uma
genitalia predominantemente feminina. Em vista da presencga de linhagem 45X,
pode haver quadro semelhante ao da ST, sendo indispensavel excluir a presenca
de anomalias congénitas comuns nessa condicdo e realizar seguimento clinico

idéntico ao de pacientes com essa sindrome [34].

Hermafroditismo verdadeiro

O hermafroditismo verdadeiro, ou distarbio da diferenciacdo do sexo
ovario-testicular, € uma condicdo rara, com cerca de 400 casos descritos na
literatura, caracterizada pela presenca de tecido ovariano e testicular no mesmo
individuo. A apresentagéo clinica varia de homem normal e fértil até mulher normal

e fértil, mas na maioria dos casos ha ambiguidade genital [35].

O diagnéstico € obrigatoriamente histopatolégico, dependendo da
presenca de tecido testicular (tubulos seminiferos, com ou sem espermatozoides)
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e tecido ovariano (com foliculos) no mesmo individuo, em uma mesma gbénada
(denominada ovotestis) ou em génadas opostas. Pode ser classificado, de acordo
com o tipo de gbnada presente e sua localizagdo, em hermafroditismo lateral
(quando h& ovario de um lado e testiculo do outro); bilateral (ovotestis em ambos
os lados) ou unilateral (ovotestis de um lado e, do outro, ovario, testiculo, gbnada

disgenética ou auséncia de tecido gonadal) [35].

A frequéncia das diversas constituicbes cromossdmicas dos
hermafroditas varia de acordo com a regiao estudada. H& predominio evidente do
cari6tipo 46,XX na Africa e do 46,XY no Japao e em algumas regides da América
do Sul. Porém, de um modo geral, cerca de 60% apresentam cariétipo 46,XX; 20%
quimeras 46,XX/46,XY ou anomalias numéricas ou estruturais dos cromossomos
sexuais (incluindo o cariotipo 45,X/46,XY e suas variantes); e 10 a 20% 46,XY
[35].

Quando o diagnéstico é feito precocemente, a melhor opgéao de criagao
costuma ser o sexo feminino, uma vez que o tecido ovariano tem melhor
capacidade funcional que o testicular. Nesses casos, deve ser preservada a
porcdo ovariana das gbnadas, com possibilidade de puberdade feminina
espontanea e até mesmo de fertilidade. Em individuos criados no sexo masculino
diagnosticados tardiamente e naqueles com bom desenvolvimento falico e
auséncia de utero deve ser preservado o tecido testicular e o desenvolvimento
puberal deve ser acompanhado cuidadosamente, uma vez que pode ser
necessaria terapia de reposicao com andrégenos. Uma vez definido o sexo de
criacdo, devem ser feitas corregdes cirdrgicas dos genitais internos e externos

para adaptacédo ao sexo escolhido [35].
Esterilidade em individuos com genitalia masculina

Ha diferencas significativas na proporcdo dos diferentes fenédtipos
associados ao cariétipo 45,X/46,XY entre os casos que sao averiguados no
periodo pds-natal e aqueles diagnosticados no periodo pré-natal. Enquanto nos

casos em que esse mosaico € diagnosticado apdés o nascimento predomina o

27



d)

quadro de ST [37], naqueles detectados por diagnostico pré-natal cerca de 90 a
95% apresentam fenédtipo masculino normal [36; 37]. Nesses casos em que 0s
genitais externos sao normais pode haver algum grau de disgenesia testicular e
consequente esterilidade, que passa a ser a causa do diagnostico desses
individuos [36; 38; 39; 40].

De fato, em um estudo realizado por Patsalis et al. [40] com 17
pacientes com uma linhagem 45,X associada a uma segunda linhagem celular
com cromossomo Y estruturalmente normal ou anédmalo, em dois casos 0 quadro
era de esterilidade. Além disso, em uma amostra de 14 homens com quadro de
oligospermia grave ou azoospermia analisados por Siffroi et al. [39], seis
apresentavam mosaicismo 45,X/46,XY, demonstrando que esse mosaico €
compativel com a presenca de genitais masculinos normais e queixas restritas a

questéao da fertilidade.

Disgenesias testiculares associadas a cariotipo 46,XY

Entre os distarbios da diferenciacdo do sexo (DDS), o grupo de
anomalias associadas a disgenesia gonadal (Quadro 2) vem crescendo nos
ultimos anos com a inclusao de quadros sindrémicos decorrentes de mutagdes em
genes autossdmicos recentemente identificados, participantes da diferenciacédo

gonadal [10].
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Quadro 2. Disturbios da diferenciacdo gonadal associados a disgenesia gonadal e

fenétipo correspondente [19].

Nomenclatura Fenétipo*

Disgenesia gonadal pura (46,XX e 46,XY) F
Disgenesia gonadal parcial XY A
Disgenesia gonadal mista A
Disgenesia gonadal associada a doenca renal F/A
Disgenesia gonadal associada a displasia camptomélica F/A
Sindrome de Turner F
Aberragbes estruturais do cromossomo X sem fenotipo .
"Turner"

Sindrome de Klinefelter M

*Fend6tipo: F= feminino / A= ambiguo / M= masculino

Dentre essas disgenesias gonadais destaca-se a disgenesia gonadal
pura 46,XY e a disgenesia gonadal parcial XY, na qual, assim como na DGM, sao

encontradas génadas disgenéticas e testiculos disgenéticos.

Disgenesia gonadal pura

O termo disgenesia gonadal pura é aplicado a individuos com fenétipo
feminino, sem ambiguidade genital, com a presenca de genitais internos

femininos, gbnadas disgenéticas e cariétipo normal (46,XX ou 46,XY) [41; 19].
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A disgenesia gonadal pura XY é entidade geneticamente heterogénea,
caracterizada pelo fenétipo feminino com estatura normal em individuos com
cariétipo 46,XY e gbnadas disgenéticas, com risco elevado para o
desenvolvimento de tumores gonadais. Cerca de 20 a 30% dos casos de
disgenesia gonadal pura XY desenvolvem gonadoblastoma e/ou disgerminoma
[19; 42]. Habitualmente, o diagndstico é feito na adolescéncia por auséncia de
desenvolvimento puberal e gonadotrofinas elevadas [19; 43].

Disgenesia gonadal parcial XY

Também chamada de disgenesia gonadal incompleta ou pseudo-
hermafroditismo masculino disgenético, a disgenesia gonadal parcial XY (DGP
XY) € caracterizada pela presenca de cariétipo 46,XY, sem mosaicismo, em
individuos com diferenciagéo testicular parcial, presenca de derivados dos dutos
de Mdiller e ambiguidade genital sem sinais clinicos da sindrome de Turner. A
histologia gonadal na DGP XY é variavel, porem é comum observar tubulos
seminiferos hipoplasicos associados a areas semelhantes ao estroma ovariano. A
virilizacdo da genitalia externa e interna € inversamente proporcional ao grau de
disgenesia e ha risco aumentado de transformacao neoplasica das gbnadas, com
a ocorréncia de gonadoblastomas, além de seminomas e disgerminomas. Na
maioria dos casos a etiologia € desconhecida, mas ja foram descritas mutagdes no
gene SRY e no gene NR5AT (tanto em heterozigose quanto em homozigose) [41;
44].

A DGP XY apresenta o mesmo fendtipo gonadal e genital da DGM. A
distincdo entre esses dois quadros se da por meio do exame de caribtipo, que
deve ser complementado por FISH nos casos em que € alta a suspeita de
mosaicismo, buscando afastar com alto grau de probabilidade a presenga de
linhagem 45X. Esse diagnostico diferencial é essencial para estabelecer a
necessidade de investigacdo de anomalias congénitas e doencas adquiridas,
como ja foi mencionado nos topicos anteriores [41; 45].
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O caritdtipo 45,X/46,XY pode ser encontrado em individuos com
diferentes fendétipos: gbnadas disgenéticas, genitais femininos e ST; testiculos
disgenéticos bilaterais ou associados a génada disgenética, e ambiguidade genital
(DGM); tecido ovariano e testicular e ambiguidade genital (hermafroditismo); e

esterilidade em individuos com genitais masculinos normais.

Varios pesquisadores tém se debrucado sobre a questao do diagndstico
de mosaicismo com linhagem contendo cromossomo Y em pacientes com ST e
cariotipo 45,X aparentemente homogéneo. No entanto, € pouco estudada a
questdo inversa , ou seja, as estratégias de deteccdo de linhagem 45X em
individuos com ambiguidade genital ou esterilidade e caridtipo 46,XY
aparentemente homogéneo. Nesses individuos, a falta de deteccao do
mosaicismo faz com que deixem de ser investigados em relagdo a uma série de

problemas clinicos congénitos e outros que podem surgir ao longo da vida.

A presenga de mosaicismo em baixa frequéncia pode néo ser detectada
pela analise de um pequeno numero de células em linfécitos (de origem
mesodérmica), como ocorre no exame de caribtipo rotineiro. Essa deteccédo pode
depender da anadlise de diferentes tecidos, do estudo de grande numero de células
e de maior sensibilidade das técnicas empregadas.

O estudo do cariétipo a partir de culturas de fibroblastos (de origem
ectodérmica) vem sendo empregado na pesquisa de mosaicismo, porém € feito
por meio de procedimento mais invasivo (bidpsia de pele), que exige maior tempo
de cultura e maior gasto de material de consumo e de recursos humanos,
trazendo, portanto, maior custo, além de ser mais susceptivel a contaminagao.
Nesse tipo de cultura ha ainda resisténcia frequente das células a agdo da
colchicina e possibilidade de ocorréncia de pseudomosaicismo in vitro. Esta,
portanto, ndo é a técnica ideal para ser empregada como rotina no diagnéstico.

Um método nao invasivo, mais simples e barato, como a anadlise de

células obtidas de raspado do epitélio bucal (também de origem ectodérmica) por
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meio da aplicagdo da técnica de FISH seria de grande auxilio na deteccao
rotineira de mosaicismo em baixa freqUiiéncia nesses pacientes [46; 47].

33



34

3. Objetivos



O objetivo geral deste trabalho foi verificar se a técnica de FISH em
células de mucosa oral pode ser empregada na investigacao de criptomosaicismo
com linhagem 45,X em individuos com DDS ou esterilidade e cari6tipo 46,XY.

Ja os objetivos especificos foram:

- Verificar a frequéncia de nucleos 45,X por meio da técnica de FISH usando
sondas especificas para os cromossomos X e Y em linfécitos e mucosa oral de

adultos jovens normais;

- Verificar se ha diferenca significativa entre a frequéncia de nucleos 45,X por meio
de FISH nos dois tecidos desses individuos.

- Analisar os resultados de FISH em linfécitos e mucosa oral de individuos com

DDS e mosaicismo 45,X/46,XY previamente confirmado ou suspeitado.
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4. Casuistica e Métodos



a) Casuistica

A casuistica foi composta por 19 homens saudaveis com idade entre 21
e 29 anos (média: 23 anos) (casos 1 a 19). Foram critérios de exclusao:
antecedentes pessoais de genitoplastias (orquidopexia, uretroplastia) e terapia de
reposicdo com horménios masculinos para indugcdo e (ou) manutencdo de
caracteres sexuais secundarios masculinos; antecedentes pessoais de anomalias
congénitas cardiacas, renais e de vias urindrias e de doenga tiroidiana auto-imune;

e baixa estatura.

Um segundo grupo analisado foi constituido por cinco pacientes com
distarbios da diferenciacado do sexo (DDS) atendidos no ambulatério do Grupo
Interdisciplinar de Estudos da Determinacéo e Diferenciagdo do Sexo (GIEDDS)
da Faculdade de Ciéncias Médicas e Hospital de Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas cujas idades variaram de 5 a 23 anos (média: 12,6 anos)
(casos 1-A a 5-A). Trés tinham sexo social masculino e dois feminino; um dos
pacientes tinha diagnéstico prévio de DGP 46,XY e vinha apresentando déficit de
crescimento durante o seguimento, 0 que gerou suspeita de criptomosaicismo com
linhagem 45,X, e os demais tinham cariétipo 45,X/46,XY, dos quais trés com DGM
e um com ST (Tabela 1).
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Tabela 1 — Diagndstico clinico e constituicdo cromoss6mica dos 5 pacientes com
distarbios da diferenciacéo do sexo que fizeram parte da casuistica deste trabalho.

Diagnéstico
Caso Cariétipo
Clinico

1-A DGM 45,X[2]/46,XY[48]
2-A DGP XY 46,XY[50]
3-A DGM 45,X[34]/46,XY[16]
4-A ST 45,X[14]/46,XY[36]
5-A DGM 45,X/46,XY,del(Y)(q12)

DGM= disgenesia gonadal mista; DGP XY= disgenesia gonadal parcial 46,XY; ST= sindrome de

Turner

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Médicas da UNICAMP (Parecer 408/2011, Anexo 1) e os sujeitos da
pesquisa Ou seus responsaveis assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido (Anexo 2).

Meétodos

O protocolo de investigagdo do grupo de homens normais iniciou-se
com o estudo do cariétipo por meio de cultura de linfocitos com andlise de 50
células, o que permitiu excluir um mosaicismo de 6% ou mais com 95% de
confiabilidade [47]. O cariétipo normal desses individuos (46,XY) permitiu que

fossem em seguida analisados, por meio de FISH com sondas especificas para os
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cromossomos X e Y, nucleos interfasicos de linfécitos de sangue periférico e
mucosa oral. Buscou-se ainda aumentar, por meio de FISH, o numero de
metafases analisadas, a fim de, juntamente com as 50 metafases obtidas pelo
cariétipo convencional, aumentar ainda mais a probabilidade de que os individuos
analisados fossem cromossomicamente normais. Os pacientes com mosaicismo
45,X/46,XY também foram submetidos a FISH para analise de nucleos interfasicos

de linfécitos e mucosa oral.

Analise citogenética por bandamento G

O exame de caridtipo foi realizado no Laboratério de Citogenética
Humana do Departamento de Genética Médica, da Faculdade de Ciéncias
Médicas / Unicamp, por meio de cultura de linfécitos obtida pela técnica descrita
por Moorhead et al. [48], com modificacdes.

Coleta da amostra — Apo6s assepsia local com alcool 70%, foram

coletados 5mL de sangue por meio de puncédo venosa com tubos de coleta a

véacuo da marca BD® contendo heparina sddica.

Preparo da Cultura — Foram adicionados em meédia 0,5mL de sangue

total heparinizado a frascos de cultura ambar contendo 5mL de meio de cultura
RPMI, 15% de soro fetal bovino e 0,2mL de fitohemaglutinina, todos da marca
GIBCQOP. Os frascos de cultura foram incubados a 37°C por 72 horas. Duas horas
antes do fim desse periodo foi acrescentada uma gota (0,02mL) de brometo de
etidio 1mg/mL e 30 minutos antes do término da cultura foram adicionadas duas
gotas (0,04mL) de colquicina 4x10E-5M a cultura (ambos da marca SIGMA®).
Apos o final do periodo de incubagéo foi realizada a hipotonia direta utilizando-se
5mL de solucdo hipotdnica de KCI 0,075M a 37°C por 30 minutos. Apos a
hipotonia foi realizada a fixagao utilizando-se como fixador metanol e acido acético
(3:1) (ambos da marca MERCK®).
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Preparacdo das laminas — para a confecgao das laminas, as mesmas

foram colocadas em etanol a 70% por alguns minutos, posteriormente colocadas
em agua deionizada e escorridas. Em seguida foram pingadas sobre as laminas
duas a trés gotas do material fixado com o auxilio de pipetas Pasteur. As laminas
foram colocadas em uma estufa na temperatura de aproximadamente 55°C
durante alguns minutos e foram observadas em microscépio de contraste de fase

a fim de confirmar o aparecimento de metafases.

Bandamento G — foi realizado de acordo com a técnica descrita por

Sanchez et al. [49], com pequenas modificacées. As laminas foram deixadas em
estufa a 60°C por aproximadamente 24 horas e em seguida incubadas em tampéao
fosfato 0,06M pH 6,8 em banho-maria a 37°C por um periodo de 15 minutos. Apés
a incubacao, as laminas foram coradas com solucédo de eosina e azul de metileno

segundo Wright diluido em tampao fosfato na proporg¢éo de 1:3 por 5 minutos.

Andlise Cromossdmica — Foram analisadas 50 metafases de cada

individuo em microscopio éptico comum da Olympus® e as imagens foram
capturadas utilizando o software FISHView da Applied Spectral Imaging®. A
resolucéo obtida foi de 400 a 550 bandas.

Armazenamento do material — Ap6s as andlises, todos os pellets foram

armazenados em tubos “eppendorf’ contendo solugéo fixadora, a temperatura de -

20°C, para a realizacdo da FISH.

FISH (hibridagéo in situ com fluorescéncia) em linfocitos

Para a técnica de FISH foram utilizadas sondas tipo alfa-satélite l16cus
especifica para as regides centroméricas dos cromossomos X (DXZ1, marcada
em verde) e Y (DYZ3, marcada em vermelho) (Cytocell Vysis, Inc., Downers
Grove, IL).
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Na preparagao das laminas foram utilizadas suspensdes de linfécitos de
sangue periférico estocadas em solugcdao de metanol e acido acético (3:1) a -20°C.
Antes do procedimento, as laminas permaneceram a 65°C por 2 horas, em média.
Em seguida, foram incubadas a 37°C por 40 minutos em solu¢dao de 2XSSC (pH
7,0). Na sequéncia, passaram por uma série de banhos em etanol (70%, 85% e
100%), por 1 minuto em cada concentracdo e foram secadas naturalmente em
temperatura ambiente. As laminas foram previamente avaliadas em microscoépio
de fase, para selegdo da area de hibridagdo contendo preferencialmente grande

numero de nucleos interfasicos.

ApGs essa etapa, a sonda foi aplicada na é&rea previamente
selecionada, marcada com caneta diamante. Em seguida, a area de hibridacao foi
coberta com uma laminula e selada com cola especial (cola vinil da marca
Brascola®). Na sequéncia, as laminas foram aquecidas a 75 °C por 7 minutos para
a desnaturacao dos cromossomos e do DNA da sonda. A hibridagcao ocorreu em
caixa umedecida a 37°C por aproximadamente 16 horas. Apds a hibridagao,
removeu-se a laminula e iniciou-se um processo de lavagem rapida da lamina
mantendo-a em uma solug¢do de 2x SSC/0.1% Tween 20 (pH 7,0) por 2 minutos

em temperatura ambiente.

Apb6s essa fase, a lamina foi colocada em uma solucdo de
0,4xSSC/0.3% Tween 20 a 72°C (x1°C) (pH 7,0) por 1 minuto, sem agitagdo e em
seguida colocadas em uma solucdo de 2xSSC/0,1% Tween 20 (pH 7,0) por 1
minuto em temperatura ambiente, com leve agitacdo. A lamina foi seca em
temperatura ambiente, e a seguir foram aplicados sobre ela 10ul de DAPI. A area
selecionada foi coberta com laminula (24x32) e em seguida a lamina foi guardada
em uma caixa escura por no minimo 10 minutos antes de observar em
microscopio de fluorescéncia. As solugdes utilizadas para a realizagao da técnica
de FISH est@o no Anexo 05.

A andlise das laminas foi realizada em microscopio de fluorescéncia

BX51-BF-1l/BX2 da Olympus® com filtros de fluorescéncia adequados e as
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imagens foram capturadas utilizando o software FISHView da Applied Spectral

Imaging®.

Buscou-se analisar 1000 nucleos interfasicos de linfocitos de cada um
dos homens normais e dos pacientes com DDS. Foi realizado ainda um aumento
da contagem de metafases no grupo de homens saudaveis, fazendo uso daquelas
qgue fossem encontradas na area de hibridagéao.

FISH (hibridagéo in situ com fluorescéncia) em mucosa oral

J& para a realizacdo da FISH em mucosa oral foi utilizado o protocolo
adaptado proposto por Romczak et al. [50]. As células da mucosa bucal foram
coletadas com uma haste de madeira das laterais internas da bochecha. A
amostra foi colocada imediatamente em tubo contendo solugdo salina estéril, o
qual foi centrifugado trés vezes com salina e mais trés vezes com solucéo fixadora
(3:1 de metanol e acido acético). Apds 24 horas, as amostras foram pingadas em
laminas e armazenadas em estufa 65°C por 2 horas.

As laminas foram previamente avaliadas em microscépio de fase, para
selecdo da area de hibridacdo. Apds essa etapa, foram colocadas em solugéo de
2xSSC a 73°C por 2 minutos, e colocadas em solugdo contendo pepsina
(SIGMA®) 0.005% em 10 mM HCI a 37°C por 40 minutos. As laminas foram
lavadas duas vezes no tamp&o PBS 1X, deixadas em solugado de PBS 1x/formol
puro por 5 minutos e passadas novamente duas vezes no tampao PBS 1X.

ApGs essas etapas, as laminas foram passadas em trés concentracoes
de etandis gelados (70%, 85% e 100%) por 1 minuto cada. Na fase de pré-
desnaturacao, as laminas foram deixadas em solucédo de 2xSSC/formamida 70%
por 2 minutos a 72°C e novamente passadas por 1 minuto em cada concentracédo
de etanol gelado (70%, 85% e 100%). Apdés a secagem das laminas, foram
colocados 10ul de sonda na regido selecionada e esta foi coberta com uma
laminula. Para hibridacdo, as laminas foram colocadas na chapa aquecedora a
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73°C por 10 minutos e logo depois foram armazenadas em caixas Umidas e
escuras por aproximadamente 20 horas a 65°C.

Para a lavagem foi necessario retirar as laminulas e deixar as laminas
na solugdo de 2xSSC/0,05% tween 20 a 37°C por 5 minutos, na solucao
0,4xSSX/0,15% tween 20 a 73°C por 2 minutos, passa-las em seguida em
2xSSC/0,05% tween em temperatura ambiente e posteriormente em agua milique.
Ap6s a secagem das laminas, foram colocados 10ul de DAPI e as regides

selecionadas foram cobertas com laminulas.

A analise das laminas também foi realizada em microscopio de
fluorescéncia BX51-BF-1/BX2 da Olympus® com filtros de fluorescéncia
adequados e as imagens foram capturadas utilizando o software FISHView da
Applied Spectral Imaging®. A analise envolveu a contagem de 1000 nucleos dos

individuos saudaveis e dos pacientes com 46,XY e mosaico 45,X/46,XY.

Analise estatistica

Os dados foram organizados em planilha Excel e analisados por meio
do programa computacional SAS System for Windows (Statistical Analysis
System), versdo 9.2. SAS Institute Inc, 2002-2008, Cary, NC, USA. O teste de
normalidade Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a distribuicdo dos dados, a
comparacdo das medidas numéricas entre individuos normais e pacientes com
DDS foi feito por meio do teste de Mann-Whitney e a comparacao dos resultados
obtidos na analise dos dois tipos de células foi feita por meio do teste de Wilcoxon
para amostras relacionadas. Para verificar associacao linear entre parametros de
interesse foi utilizado o coeficiente de correlacao linear de Spearman. O nivel de
significAncia adotado para os testes estatisticos foi 5%.
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5. Resultados



a. Caridtipo

O protocolo de investigacao iniciou-se com o estudo do cariétipo por
meio de cultura de linfécitos com analise de 50 células no grupo de homens
saudaveis. Todos apresentaram resultado normal (46,XY) nas 50 células

analisadas.

b. Analise por FISH no grupo de homens normais
Ampliagdo da analise de metafases de linfocitos de sangue periférico

A analise adicional de metafases de linfécitos de sangue periférico que
se encontravam na area de hibridagdo (de sete a 180, em média 75) permitiu
aumentar o grau de confiabilidade na exclusdo de mosaicismo nessa amostra
(Tabela 2). Somando a analise por FISH aquela realizada por meio do cariétipo
convencional, somente dois individuos (casos 11 e 13) tiveram metafases 45,X
detectadas (2/155 e 1/131, respectivamente). Considerando que foram
encontradas menos de 2% de células com essa anormalidade, os dois individuos

nao foram excluidos da amostra.
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Tabela 2 — Ampliacdo da andlise de metafases obtidas de linfécitos de sangue
periférico de homens saudaveis por meio de FISH com sondas especificas para os
cromossomos Xe'Y.

Total incluindo as 50
Caso | 45,X | 46,XY | Total mi‘::%ﬁf:o“
convencional
1 0 7 7 57
2 0 180 | 180 230
3 0 47 47 97
4 0 161 161 211
5 0 65 65 115
6 0 121 | 121 171
7 0 32 32 82
8 0 28 28 78
9 0 77 77 127
10 0 28 28 78
11 2 103 | 105 155
12 0 49 49 99
13 1 80 81 131
14 0 43 43 93
15 0 14 14 64
16 0 37 37 87
17 0 72 72 122
18 0 156 | 156 206
19 0 134 | 134 184
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Analise de nucleos interfasicos no grupo de homens normais

Os achados referentes a analise de nucleos interfasicos de linfocitos e
mucosa oral dos homens saudaveis encontram-se na Tabela 3. Em ambos os
tecidos, o teste de Shapiro-Wilk revelou que essa variavel tinha distribuicado normal
(p=0,105 e p=0,082, respectivamente). A propor¢gdo de nucleos contendo apenas
o sinal do cromossomo X variou de zero a 14:1.000 em linfocitos de sangue
periférico (média: 4,6; desvio-padrao: 3,7) e de zero a 13:1.000 em células de
mucosa oral (média: 5,2; desvio-padrédo: 4,0). Assim, o achado de nucleos
contendo apenas o sinal do cromossomo X em numero superior a 12:1.000 em
linfécitos e 13:1.000 em células de mucosa oral (média mais dois desvios-padrao)
deve ser considerado indicativo de mosaicismo em nosso laboratério, uma vez
que sO 2,5% dos individuos normais terdo numeros superiores a estes. Esse
diagnéstico podera ser feito com um grau de seguranca ainda maior se forem
encontrados numeros superiores a 16:1.000 em linfécitos e 17:1.000 em células

de mucosa oral (média mais trés desvios-padrao).

A comparacao da frequéncia de nucleos contendo apenas o sinal do
cromossomo X nos linfocitos e células de mucosa oral desses individuos nao
mostrou diferenca significativa (p=0,6855). Foi observada correlacdo negativa
significativa entre a idade dos individuos e a frequéncia de nucleos contendo
somente o sinal de X em células de mucosa oral (p=-0,47331; p=0,0407), mas nao
em linfocitos (p=-0,01647; p=0,9466).
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Tabela 3 — Analise de nucleos interfasicos de linfocitos de sangue periférico e
mucosa oral de homens saudaveis por meio de FISH com sondas especificas para
0s cromossomos X e Y.

Linfocitos Mucosa oral
1 sinal . . .
1 10 990 1000 | 14 986 1000
2 3 997 1000 3 997 1000
3 7 993 1000 6 994 1000
4 1 999 1000 10 990 1000
5 3 997 1000 5 995 1000
6 2 998 1000 4 996 1000
7 6 994 1000 0 1000 1000
8 10 990 1000 8 992 1000
9 4 996 1000 3 997 1000
10 5 995 1000 2 998 1000
11 0 1000 1000 8 992 1000
12 0 1000 1000 2 998 1000
13 1 999 1000 0 1000 1000
14 3 997 1000 3 997 1000
15 14 986 1000 7 993 1000
16 7 993 1000 | 13 987 1000
17 5 995 1000 4 996 1000
18 3 997 1000 4 996 1000
19 4 996 1000 2 998 1000
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c. Analise de nucleos interfasicos no grupo de pacientes com DDS

Os achados referentes a andlise de nucleos interfasicos de linfécitos e
mucosa oral dos pacientes com DDS encontram-se na Tabela 4. Apenas no caso
da paciente 4-A nado foi possivel contar os 1000 nucleos previstos por haver
material insuficiente. Foram detectados nucleos contendo apenas o sinal do
cromossomo X tanto nos quatro casos em que O mosaicismo ja havia sido
observado no cariétipo convencional quanto no caso 2-A, cujo cariétipo era 46,XY
em 50 células. Nesse caso, a confirmagao da presenga da linhagem 45,X foi feita
por meio do estudo de 144 metafases também por FISH, sendo encontradas 15
células 45,X (10,4%).

A proporcao de nucleos contendo apenas o sinal do cromossomo X
variou de 76:1.000 a 430:1.000 em linfécitos de sangue periférico (média: 266,8;
desvio-padrao: 130,7) e de 234 a 430:1.000 em células de mucosa oral (média:
348,8; desvio-padrao: 76,1). A frequéncia de nucleos contendo apenas o sinal do
cromossomo X diferiu significativamente da observada em individuos normais

tanto em linfécitos (p=0,0008) quanto em células de mucosa oral (p=0,0008).

No caso 5-A houve ainda outros achados além da presenga de um sinal
de X ou um sinal de X e um de Y, indicando a existéncia de outras linhagens
celulares além daquelas detectadas no caridtipo convencional (45X e
46,XY,del(Y)(q12)).

A comparacao da frequéncia de nucleos contendo apenas o sinal do
cromossomo X nos linfécitos e células de mucosa oral desses pacientes nao
mostrou diferenca significativa (p=0,3750). Foi observada correlacdo negativa
significativa entre a idade dos individuos e a frequéncia de nucleos contendo
somente o sinal de X em linfécitos (p=-0,90000; p=0,0374), mas nao em células de
mucosa oral (p=-0,20000; p=0,7471).
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Tabela 4 — Andlise de nucleos interfasicos de linfécitos de sangue periférico e
mucosa oral de pacientes com DDS por meio de FISH com sondas especificas
para os cromossomos X e Y.

Linfocitos Mucosa oral
1 sinal 1 sinal _1 1 sinal
de X de Xe 1 |Outros* | Total | sinal | de X e 1 | Outros* | Total
Caso deY de X de Y
1-A 76 924 0 1000 | 355 645 0 1000
2-A 233 767 0 1000 | 234 766 0 1000
3-A 430 570 0 1000 | 430 570 0 1000
4-A 331 669 0 1000 | 324 535 0 859**
5-A 267 557 176 1000 | 401 519 80 1000

*Nucleos apresentando 1 sinal de X e 2 sinais de Y muito préximos; nucleos com 1 sinal de X e 2 sinais
separados de Y; e nlcleos com 1 sinal de X e 4 sinais de Y.
**Material insuficiente para a contagem de 1000 nucleos.
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6. Discussao



Em pacientes com ST, como ja foi visto, a perda total ou parcial do
segundo cromossomo sexual associa-se com frequéncia significativa a diversas
anomalias congénitas e afeccdes adquiridas ao longo da vida. Assim, uma vez
firmado esse diagnostico, o protocolo de investigagdo de anomalias congénitas
associadas inclui avaliacdo cardiovascular (com eletrocardiograma e
ecocardiograma, além de ressonancia magnética em determinados casos),
ultrassonografia renal, audiometria, exame oftalmol6gico, avaliacdo da funcéo
tireoideana, avaliacdo ortodbntica e densitometria 6ssea, entre outros exames
[15].

O seguimento de casos de ST inclui avaliacdo cardiovascular e
audiolégica e screening para doenca celiaca periddicos (a cada cinco anos, por
exemplo), além de investigagdo no minimo anual da fung&o tireoideana, da fungéo
hepatica, da tolerancia a carboidratos e da presenca de dislipidemias. Além disso,
em criancas e pré-adolescentes, a terapia de promocao do crescimento com GH
(hormdnio de crescimento) permite aumento da estatura final, que é tanto maior

quanto mais cedo for iniciada a terapia [15].

Os resultados deste trabalho indicam que, nas condigdes técnicas
existentes em nosso laboratério, o achado de nucleos interfasicos contendo, na
hibridagéo in situ, apenas o sinal do X em numero superior a 12:1.000 em
linfécitos ou a 13:1.000 em mucosa oral sdo indicativos da presenca de
mosaicismo com linhagem 45,X. Além disso, a observagcado de que a frequéncia de
ndcleos contendo apenas o sinal do cromossomo X em linfocitos nao difere
daquela encontrada em mucosa oral permite que em individuos com DDS ou
esterilidade e cari6tipo 46,XY a pesquisa de mosaicismo com linhagem 45,X
possa ser feita por meio de FISH diretamente em nlcleos de mucosa oral. E
possivel, assim, aumentar significativamente o nimero de células analisadas ao
mesmo tempo em que se investiga a presenca de mosaicismo em tecido de outra

origem embrionaria e sem necessidade de nova cultura de linfocitos.

Ao avaliar um individuo com ambiguidade genital, o cari6tipo € o ponto
de partida da investigacdo. Individuos com anomalias numéricas ou estruturais de
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Cromossomos sexuais ou quimerismo (46,XX/46,XY) podem apresentar diferentes
quadros de disturbios da diferenciagdo gonadal (DDG), incluindo DGM e
hermafroditismo. O cariétipo 46,XX também pode estar associado a um DDG
(hermafrodistismo ou homem 46,XX), mas frequentemente indica que a
ambiguidade genital é decorrente de excesso de androgenos fetais
(particularmente hiperplasia adrenal congénita), fetoplacentarios ou maternos.
Finalmente, um resultado de cariétipo 46,XY também pode se associar a um DDG
(disgenesia gonadal parcial e hermafroditismo, entre outros), mas mais
frequentemente esta presente em individuos cuja ambiguidade genital é
decorrente de anomalias na producao ou ag¢ao de hormdnios testiculares [52].

A partir do resultado do cariétipo, exames hormonais, histopatoldgicos,
moleculares e de imagem séo utilizados para dar prosseguimento a investigacao e
chegar ao diagnostico etioldgico [53]. Assim, no momento em que é solicitado o
exame de cariétipo os elementos existentes para o estabelecimento da hipétese
diagnéstica sdo ainda escassos (somente histéria clinica e exame fisico, na
maioria das vezes) e ndo é possivel prever se haverda necessidade de pesquisar
mosaicismo por FISH.

Em homens com genitais masculinos tipicos cuja queixa é esterilidade,
0 exame de caridtipo busca detectar ndo sé a sindrome de Klinefelter (47,XXY)
mas também anomalias estruturais do cromossomo Y ou mesmo anomalias
autossdmicas aparentemente equilibradas. Revisdes recentes sobre o assunto
ndo chegam a mencionar o cariétipo 45,X/46,XY como um dos possiveis achados
[54], embora, como ja foi visto, essa constituicAdo cromossémica possa ser
encontrada nesses casos [39; 40]. Assim, no momento da solicitacdo do exame de
cariétipo raramente essa € uma hip6tese que ja esteja sendo considerada, e
também raramente esta prevista a necessidade de pesquisar mosaicismo por
FISH.

Portanto, ndo raro a necessidade de buscar mosaicismo com linhagem
45,X em um individuo com DDS ou esterilidade e cariétipo 46,XY surge num
momento em que ndo é mais possivel utilizar, para FISH, material da cultura de
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linfocitos a partir da qual foi analisado o caridtipo. Nesses individuos, a analise de

nucleos interfasicos de mucosa oral poderia ser usada como rotina.

Nos casos em que a andlise de 1.000 nucleos de células desse tecido
indicar a presenca de linhagem 45,X por meio de 13 ou mais nucleos contendo
apenas o sinal do X, € necessario buscar confirmagdo por meio de FISH em
metafases de linfocitos. De todo modo, esse achado inicial pode ja justificar a
investigacdo de anomalias congénitas associadas a linhagem 45,X, bem como o
seguimento desses individuos como preconizado para a ST, particularmente
quando o numero de nucleos com resultado anémalo for superior a 17:1.000.
Perante valores entre 13 e 17:1.000, a pertinéncia de dar inicio a investigacao de
anomalias congénitas e ao seguimento deve ser avaliada caso a caso,
considerando o quadro clinico como um todo, incluindo dados antropométricos,
exame dismorfoldgico e caracteristicas genitais e de fungcao gonadal.

Ao aplicar a técnica de FISH a linfocitos e células de mucosa oral do
paciente 2-A, com diagndéstico prévio de disgenesia gonadal parcial 46,XY, foi
possivel chegar ao diagndstico correto nesse caso, que € o de DGM - como ja foi
visto, em ambas as condi¢cdes ha disgenesia testicular parcial e ambiguidade
genital. Uma vez confirmado esse diagndstico, a crianca pbde ser submetida a
todos 0s exames necessarios para detectar outras anomalias congénitas, passou
a ser seguida nos moldes preconizados para a ST e também a receber GH, uma
vez que ja se comprovou o beneficio do uso desse hormdnio na melhora da altura

final também em individuos com DGM [55].

O paciente 2-A, criado no sexo masculino, devera ter seu
desenvolvimento puberal futuro acompanhado cuidadosamente. Isso porque
embora seja possivel que a presenca de ao menos um testiculo em um individuo
com DGM permita o desenvolvimento de caracteres puberais espontaneos, pode
haver faléncia secundaria das células de Leydig que requeira terapia de reposicao
com testosterona [55].
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Nos cinco pacientes com DDS, o numero de células com apenas o sinal
do X nos dois tecidos analisados foi muito superior ao limite calculado a partir do
estudo dos jovens normais. Esse fato foi observado até mesmo no individuo 2-A,
que tinha cari6tipo de rotina normal em 50 células. Esse caso pode ser
considerado modelo de situagdo em que o FISH, mesmo que realizado apenas em
células de mucosa oral, poderia ser utilizado como exame de rotina para a
elucidacdo do diagnédstico etiolégico em casos de DDS 46,XY. Nesses cinco
individuos também n&o houve diferenca significativa entre os dois tecidos na
propor¢do de nucleos contendo apenas o sinal do X, confirmando que o FISH

somente de mucosa oral poderia ser utilizado na rotina.

No caso 5-A, no qual ja& eram conhecidas duas linhagens pelo cariétipo
convencional, uma monossémica e outra com delecdo do brago longo do
cromossomo Y, achados adicionais em propor¢cdo significativa dos nucleos nos
dois tecidos indicaram a existéncia de linhagens adicionais. Entre elas deve haver
ao menos uma linhagem 47 XYY e uma 49,XYYYY, resultantes de falta de

disjuncéo do Y estruturalmente anémalo na mitose.

Finalmente, é dificil interpretar os achados de correlagdo negativa entre
a idade dos jovens saudaveis que compuseram a amostra deste trabalho e a
frequéncia de nucleos de mucosa oral contendo apenas o sinal do X, e de
correlacdo também negativa entre a idade dos individuos com DDS e a frequéncia
de nucleos de linfocitos com essa mesma caracteristica. De todo modo, os dois
grupos de individuos diferem em relacdo ao fato de que, entre jovens normais, a
perda do cromossomo Y na divisdo celular deve ocorrer de forma casual,
enquanto que em individuos com mosaicismo pode haver mudangas na propor¢cao

de diferentes linhagens celulares em mosaico ao longo do tempo [56; 57].

Os resultados deste trabalho indicam, portanto, que a pesquisa de
mosaicismo com linhagem 45,X em individuos com DDS ou esterilidade e cariétipo
46,XY pode ser feita por meio de FISH em células de mucosa oral. Esse exame
torna desnecessaria a realizacao de cultura de linfécitos para essa investigacao
(embora esta deva ser realizada buscando confirmar os casos positivos) e pode
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também substituir a cultura de fibroblastos por bidpsia de pele como meio de
avaliar a constituicdo cromossémica em tecido de origem embrionaria diversa do
sangue periférico. Seu emprego tem, portanto, vantagens evidentes em termos de

custo e rapidez, além de n&o ser invasivo.
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7. Conclusoes



Nas condicbes técnicas existentes em nosso laboratério, a presenca de apenas o
sinal do X na FISH em ndamero superior a 12:1.000 em linfécitos ou a 13:1.000 em
mucosa oral sdo indicativos da presenga de mosaicismo com linhagem 45,X.

Nao ha diferenca significativa na frequéncia de nucleos contendo apenas o sinal
do X entre linfocitos e de mucosa oral de jovens saudaveis.

Em individuos com DDS e cari6tipo 45,X/46,XY conhecido ou suspeitado, o uso da
FISH revela nucleos contendo apenas o sinal do X em numero significativamente
maior que o de jovens normais, também sem diferenca entre os dois tecidos

analisados.

Em individuos com DDS ou esterilidade e caridtipo 46,XY, a investigacao de
mosaicismo com linhagem 45,X pode ser pode ser feita por meio de FISH

diretamente em nucleos de mucosa oral.
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a) Anexo 01. Parecer do Comité de Etica

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

(% www.fem.unicamp.br/fom/pesquisa

LINICAMP

CEP, 15/06/11
(Grupo IT)

PARECER CEP: N° 408/2011 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0351.0.146.000-11

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “INVESTIGACAO DA FREQUENCIA DE NUCLEOS 45X POR MEIO DE
FISH EM LINFOCITOS E MUCOSA ORAL DE HOMENS NORMAIS E SUA
APLICACAO A MOSAICOS 45,X/46,XY".

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Juliana de Paulo

INSTITUICAO: Hospital de Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AOQ CEP: 11/05/2011

APRESENTAR RELATORIO EM: 15/06/12 (O formulério encontra-se no site acima).

11 - OBJETIVOS.

Buscar um exame citogenético que permita a investigagio da presenca de um
criptomosaicismo da linhagem 45X em individuos com cariétipo 46,XY por meio de uma
técnica nio invasiva, mais simples, ripida e de menor custo (células da mucosa oral).

11T - SUMARIO.

Trata-se de um projeto de mestrado. Quadros de ambigiiidade genital e esterelidade com
cariétipo 46,XY pode ser decorrentes de masaicismo com linhagem 45,X nfo detectével pelas
técnicas convencionais a partir de linfocitos de sangue periférico. Estes sujeitos deixam entdo de
ser investigados em relago a uma séric de problemas clinicos, com anomalias cardiovasculares e
renais, e deixam de receber seguimento clinico. Casuistica 30 homes saudaveis entre 20 e 30
anos.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apbs respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugio CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessilia Yieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-7187
13083-887 Campinas—SP cep@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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LINICAMP

® www.fcm.unicamp.br/fem/pesquisa

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sfio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfio representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagfo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.7), exceto quando perceber risco ou dano nfo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP ¢ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem II1.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII- DATA DA REUNIAO

Homologado na V Reunifo Ordinaria (&) CEP/FCM, em 24 de maio de 2011.

\%%U\NLL'\
Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner

PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
Eons
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp. br/fem/pesquisa

CEP, 26/06/12
(PARECER CEP: N° 408/2011)

PARECER

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “INVEST,IGACAO DA FREQUENCIA DE NUCLEQOS 45,X POR MEIO
DE FISH EM LINFOCITOS E MUCOSA ORAL DE HOMENS NORMAIS E SUA
APLICACAO A MOSAICOS 45,X/46,XY”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Juliana de Paulo

II - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
aprovou o Relatdrio Parcial, apresentado em junho de 2012, do protocolo de pesquisa
supracitado.

O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

III - DATA DA REUNIAO

Homologado na VI Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 26 de junho de 2012.

/“‘ ; ; ’
L{\é Prof. Dr. Carlos mn Steiner
PRESI

NTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
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b) Anexo 02. Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

DEPARTAMENTO DE GENETICA MEDICA

Investigacao da frequéncia de nucleos 45,X por meio de FISH em linfécitos e
mucosa oral de homens normais e sua aplicacao a mosaicos 45,X/46,XY

Responsaveis: Juliana de Paulo (Mestranda) e Profa. Dra. Andréa Trevas Maciel
Guerra (orientadora).

Nome:

Registro Hospitalar: RG:

Endereco:

Cidade: Estado: CEP:
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Fone: ( )

Acompanhante:

Grau de

parentesco: ldade: RG:

Justificativa e objetivos do trabalho

Quadros de ambiguidade genital e esterilidade com cariétipo masculino
normal (46,XY) podem ser devidos a presenca de uma linhagem com anomalia
cromossémica (45,X) ndo detectavel pelos exames de rotina em sangue. Quando
essa linhagem anormal ndo é detectada, esses individuos deixam de ser avaliados
e tratados adequadamente. O objetivo deste trabalho € buscar um exame que
permita a deteccdo dessa linhagem 45,X em um outro tecido (mucosa oral) por
meio de técnica ndo invasiva, mais simples, rapida, e de menor custo. Para isso,
utilizaremos a técnica de FISH, que é o aprofundamento do estudo cromossémico,
para comparar os resultados encontrados em sangue e mucosa oral de homens
da populacdo geral. Caso o exame da mucosa oral se mostre eficaz, esses
mesmos testes serdo realizados em pessoas com cariotipo 45,X/46,XY

previamente conhecido.

Procedimento, riscos e desconfortos

Nos voluntarios da populacdo geral, sera realizada coleta de sangue
para exame do cariétipo (analise dos cromossomos) e para estudo por FISH, e
coleta de mucosa oral também para o estudo por FISH. Nos individuos com
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cariotipo 45,X/46,XY ja conhecido, sera realizado FISH a partir da coleta de

sangue e mucosa oral.

A coleta da amostra de sangue sera feita a partir de puncao de veia
periférica, por profissional habilitado (médico, enfermeira ou biomédico). Os
desconfortos possiveis sdo dor, inchago e pequenos hematomas na regiao, que
desaparecem em poucos dias. A coleta de mucosa oral sera feita raspando com
suavidade a parte interna das bochechas com uma espatula, e ndo traz qualquer

desconforto.

Vantagens

Os voluntarios da populagdo geral terdo conhecimento sobre sua
constituicdo cromossémica, ao receber o laudo do exame de cari6tipo realizado
por nosso laboratorio. Quanto aos portadores de mosaicismo, o estudo permitira
estabelecer melhor a proporcdo de células normais (46,XY) e monossémicas
(45,X) no organismo.

Sigilo

As informagdes sobre o resultado dos exames serdo fornecidas
diretamente aos voluntarios e, no caso dos pacientes com mosaicismo, durante a
consulta médica; se utilizadas em congressos ou publicagcbes médicas, serédo

excluidos os nomes dos pacientes.
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Fornecimento de informacao adicional

Garantimos aos participantes resposta a qualquer pergunta e
esclarecimento de qualquer duvida sobre os assuntos relacionados a pesquisa,
sendo fornecidas, ainda, informacgdes atualizadas durante o estudo. Maiores

esclarecimentos podem ser fornecidos por:

Dra. Andréa Trevas Maciel Guerra — tel: (19) 3521-8909

Mestranda Juliana de Paulo (responsavel pelo contato com os pacientes) — tel:
(19) 3521- 8909

Comité de Etica em Pesquisa — Unicamp — (19) 3521-8936

Recusa ou descontinuacao da participacao

A participacao neste estudo € livre, podendo o participante recuséa-la a
qualquer momento, sem que haja comprometimento do atendimento médico que
recebe ou receberd no Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de

Campinas — Unicamp.

A participagdo na pesquisa € de forma voluntaria, ou seja, sem
remuneracao financeira e sem ressarcimento, pois ndo existirdo gastos por parte

dos participantes.
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Local: Data:

Ambulatério:

Assinatura do Participante ou Acompanhante:

Pesquisador responsavel pela transmisséao das informacdes
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c) Anexo 03. Ficha de coleta de dados do grupo controle

Ficha de coleta de dados — Controles

Nome:
Data de nascimento _ / /  Idade: Natural de:
Contato (telefone, enderecgo e
email):

Desejo receber o resultado por:

() endereco ( )email ( )outros

Algumas perguntas sobre a sua saude:

1) Quando vocé nasceu, os testiculos estavam “presos”, teve necessidade de

fazer algum tratamento (com remédio ou cirurgia) para “descer”?
( )nao ( )sim.

Qual?

2) Quando vocé nasceu, o médico descobriu hipospadia (abertura do canal da
urina fora da ponta do pénis)?
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Qual?

3) Vocé nasceu com algum problema de coragao?
( )nao ( )sim.

Qual?

4) Tem algum problema de coracao atualmente?
( )nao ( )sim.

Qual?

5) Vocé nasceu com algum problema renal?
( )nao ( )sim.

Qual?

6) Tem algum problema renal atualmente?
( )nao ( )sim.

Qual?

7) Fez alguma cirurgia na infancia?
( )nao ( )sim.

Qual?

8) Teve ou tem problema de Tire6ide?
( )nao ( )sim.

Qual?
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9) Com quantos anos comecgaram a surgir os primeiros pélos (puberdade)?

10) Sua puberdade foi normal ou precisou usar algum remédio (horménio)?
() normal ( ) uso de remédio: sim .

Qual remédio?

11) Qual sua altura atual?

12) Altura do pai: (é mais alto que vocé? [ ]ndo [ ]sim)

13) Altura da mae: (é mais alta que vocé? [ Jndo [ ]sim)

14) Esta fazendo uso atualmente de alguma medicacédo?
( )nao ( )sim.

Qual?
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d) Anexo 04. Protocolo de Cariétipo de sangue periférico por banda G

Composicao das solucoes necessarias:

Brometo de etidio 1mg/ml

Pesar de 0,001 a 0,005 g e diluir na proporcao de 1mg/1ml em agua de
injecao, solucgao fisiologica estéril ou meio RPMI.

Colchicina 4x10-°M

Solucao mae: pesar 0,004 g de colchicina e diluir em 10ml de solucao
salina 0,9% estéril. Manter congelada.

Solucao de uso (1:50): diluir 1ml da solucdo mae em 49ml de solucéo
salina 0,9% estéril.

Cloreto de potassio (KCI) 0,075M.

Pesar 1,398g de KCI e dissolver em 250ml de 4gua deionizada.

HCI 37% a 1N — 100 mL

Diluir 8,28 mL em 100 mL de agua deionizada. Essa solu¢ao precisa

ser autoclavada.

Solucao fixadora

Metanol (3): Acido acético (1)
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Protocolo:

Coletar de 2 a 5ml de sangue através de puncao venosa com seringa
previamente heparinizada (0,2 — 0,4 ml de heparina sédica), ou em tubos de coleta
a vacuo contendo heparina sddica (tubos com tampa verde), apds assepsia local
com alcool 70%. Também pode ser utilizado tubo com citrato de sédio para a
coleta.

Limpar o fluxo com alcool 70%, colocar todos os materiais necessarios
(conforme numero de amostras), ligar o fluxo, a luz UV do mesmo e a luz UV da
camara asséptica por 15 — 20 minutos.

Para preparacdo do meio de cultura adicionar, em um frasco de 50 ou
100 ml — 80% a 90% do meio de cultura RPMI-1640; 10% a 20% de soro fetal
bovino; adicionar 0,2ml de fitohemaglutinina e ajustar o pH para 6,8 — 7,1
adicionando HCI 1M.

Distribuir 5 ml do meio em cada frasco ambar de 15 ml e adicionar de
0,5ml a 1Tml de sangue total heparinizado e tampar com rolhas de silicone.

Incubar os frascos de cultura a 37°C por 72 horas. Entre 1,5h a 2h
antes do término das 72 horas, adicionar 0,02ml (1 gotas) de brometo de etidio
1mg/ml e 40 minutos antes do término das 72 horas 0,04ml (2 gotas) de colchicina
4x10E-5M a cultura de linfécitos.

Hipotonia Direta: Apos retirar os tubos de cultura da estufa, centrifugar
a 1.700 rpm por 5 minutos e retirar o sobrenadante. Ressuspender no vértex (por
aproximadamente 10 segundos), adicionar 6 ml de KCI 0,075M a 37°C,
ressuspender novamente no vértex (por aproximadamente 10 segundos) e colocar
em incubadora a 37°C por 30 minutos.

Interromper a hipotonia adicionando 0,5ml de solugé&o fixadora (metanol
3:1 acido acético), ressuspender no vétex até que todo o material esteja com a
coloracdo homogénea e centrifugar a 1700 rpm por 5 minutos. Retirar o
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sobrenadante, deixando apenas 1 ml no tubo, adicionar 4 ml de solugao fixadora,
ressuspender e centrifugar novamente por 1700 rpm durante 5 minutos. Repetir o
passo anterior por mais 3 vezes, ou até o pellet “ficar limpo” (incolor). Colocar os

tubos no freezer por no minimo 1 hora ou, preferencialmente, deixar por 24 horas.

Deixar as laminas em uma cuba com alcool 70% por alguns minutos.
ApGs esse periodo, enxugar as laminas com papel macio, identificar e colocar em
uma cuba com agua deionizada. Retirar o material do freezer, centrifugar, retirar o
sobrenadante e adicionar 4 ml de “fixador novo”, centrifugar novamente e retirar o
sobrenadante deixando apenas 1 ml ou menos do material. Pingar de trés a quatro
gotas do material, com pipetas Pasteur, sobre as laminas molhadas. Colocar as
laminas em uma estufa a 50°C - 56°C, durante alguns minutos e observar em

microscopio 6ptico comum com o diafragma fechado, ou em microscopio de fase.
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e) Anexo 05. Protocolo da FISH em sangue periférico

Composicado das solucoes necessadrias para realizacao da FISH em mucosa

oral:

Solucdo 20x SSC pH 5,3 — Solucdo mée

87,67g NaCl
44 12g citrato de sodio

Dissolver o NaCl e o citrato de s6dio em 400mL de agua destilada, ajustar o pH
com HCL 1M e depois colocar 100mL de agua destilada (volume final de 500mL)
ajustando o pH novamente para 5,3, filtrar e conservar em geladeira. Descartar
apos 6 meses.

Solucao 2xSSC

10mL 20xSSC
90mL agua destilada estéril

Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 5M. Conservar em geladeira. Descartar apos 6

meses.

Etanol 70%
35 mL etanol 100%
15 mL agua destilada estéril
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Etanol 85%
42.5 mL etanol 100%

7,5 mL agua destilada estéril

Etanol 100%

40mL etanol 100%

Solucao 2x SSC/ 0,1 % Tween 20

90mL de agua destilada
10mL de 20Xssc

100 ul Tween 20

Solucao 0,4XSSC/0,3% Tween 20

2mL de 20x SSC

300 ul de Tween 20

Agua destilada para completar 100mL
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Protocolo:

a) Preparacao e pré-tratamento das laminas:

1. Pingar o material em laminas limpas em alcool;

2. Deixar a lamina envelhecer por uma noite em temperatura ambiente ou em
estufa a 37°C;

3. Observar a lamina no microscépio de contraste de fase e marcar com

caneta diamante a area da lamina onde devera ser aplicada a sonda;

4, Colocar as laminas em uma solugéo de 2x SSC (pH 7,0) a 37° C (+/- 1°C)
durante 60 minutos*;

5. Desidratar as laminas em uma série de etandis a 70%, 85% e 100% por 1
minuto cada;
6. Deixar as laminas secarem naturalmente.

*

O tempo em que a lamina permanece nessa solucdo é inversamente

proporcional a idade da lamina.

b) Co-denaturacao:

1. Deixar a sonda em temperatura ambiente por alguns minutos;

2. Ressuspender a sonda no vortex e dar um spin antes de pipeta-la*;

3. Aplicar 10 pl da sonda sobre a area previamente selecionada da lamina;
4. Cobrir com uma laminula de 22x22mm;

5. Selar a laminula com cola especial;
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d)

6. Colocar as laminas em uma placa aquecida a 75°C (+/- 1°C) e deixar

durante 7 minutos.
Hibridacao:
Colocar as laminas em uma caixa umida;

Colocar em estufa a 37°C (+/- 1°C) por uma noite (de 12 a 16 horas).

Pds-hibridacao:
Remover a laminula e toda a cola, cuidadosamente;

Colocar as laminas em uma solugédo de 2x SSC/0.1% Tween 20 (pH 7,0)

por 2 minutos em temperatura ambiente;

Colocar as laminas em uma solucao de 0,4xSSC/0.3% Tween 20 a 72°C

(+/-1°C) (pH 7,0) por 1 minuto, sem agitacao;

Colocar as laminas em uma soluc¢ao de 2xSSC/0,1% Tween 20 (pH 7,0) por

30 segundos em temperatura ambiente, sem agitacéo;
Deixe secar em temperatura ambiente;
Aplicar 15 pl de DAPI.

Cobrir com laminula (24x32) e guardar a lamina em uma caixa escura, por

no minimo 10 minutos, antes de observar em microscépio de fluorescéncia.

As laminas devem ser armazenadas em caixas escuras por no maximo 1 més
em geladeira.
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f) Anexo 06. Protocolo da FISH em mucosa oral

Composicado das solucoes necessadrias para realizacao da FISH em mucosa
oral:

Solucao 20x SSC pH 5,3 — Solucdo mée

87,67g NaCl
44 129 citrato de sodio

Dissolver o NaCl e o citrato de so6dio em 400mL de agua destilada, ajustar o pH
com HCL 1M e depois colocar 100mL de agua destilada (volume final de 500mL)
ajustando o pH novamente para 5,3, filtrar e conservar em geladeira. Descartar
apos 6 meses.

Solucao 2xSSC

10mL 20xSSC
90mL agua destilada estéril

Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 5M. Conservar em geladeira. Descartar apos 6

meses.

Pepsina 5%
1g de pepsina
19ml de agua milique
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Pepsina

40ml de 4gua milique
40ul de HCI concentrado
400pl de pepsina 5%
Etanol 100%

50mL

Solucao PBS 10X pH 7.4 (Solucdo mae)

80g NaCl
2g KClI

14,49 Na2HPO4

Solucado PBS 1xpH 7.2

450mL de agua destilada

50 PBS 1x

Solucao Formadido 1% /PBS 1x

2,7 mL de formaldeido 37%
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100mL de PBS 1x pH 7,2

Etanol 70%
35 mL etanol 100%

15 mL agua destilada estéril

Etanol 85%
42 5 mL etanol 100%

7,5 mL 4gua destilada estéril

Etanol 100%

40mL etanol 100%

Solucao 2xSSC/formamida 70%

28mL de formamida

12mL 2xSSC

Solucdo 2x SSC/ 0,05 % Tween 20

40ml de 2xSSC

20pl Tween 20
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b)

Solucao 0,4XSSC/0,15% Tween 20

40ml de 2xSSC

60ul Tween 20

Protocolo:

Pré-tratamento
Colocar a lamina em 2xSSC a 73°C por 2 minutos;
Colocar na solugéo de pepsina a 37°C por 40 minutos;
Lavar duas vezes com PBS 1x;

Colocar a lamina no solucdo PBS1x/formol puro por 5 minutos em temperatura

ambiente;
Lavar duas vezes com PBS 1x;

Passar no etanol gelado — 70, 85 e 100%/ 1 minuto por concentragao.

Pré-desmaturacao
Colocar no 2xSSC/formamida 70% a 73°C por 2 minutos;
Passar no etanol gelado — 70, 85 e 100%/ 1 minuto por concentragéo.
Secar em temperatura ambiente;

Colocar 5pl de sonda, cobrir com laminula e colar com cola especial;
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- Deixar por 10 minutos na chapa aquecedora a 73°C;

- Armazenar a lamina em uma caixa Umida e escura por aproximadamente 20

horas.

c) Lavagem

- Remover a laminula e a cola;

- Colocar a lamina no 2xSSC a 37°C por 5 minutos;

- Colocar a lamina no 0,4xSSC/0,15% tween 20 a 73°C por 2 minutos;
- Passar no 2xSSC em temperatura ambiente;

- Passar na agua milique;

- Secar em temperatura ambiente;

- Colocar 5ul de DAPI, cobrir com laminula.
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